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(57) Abstract 

The invention concerns a method for detecting or quantifying eosinophils and basophils, 
which consists in contacting a sample possibly cpntaining said eosinophils or basophils with 
an IL-5 anti-receptor (alpha-chain) monoclonal antibody which does not interfere widi 11^5 
fixation to its receptor and does not inhibit the IL-5 biological activity to detect and, if required, to 
quantify eosinophils and basophils. The invention also concerns a kit for detecting or quantifying 
eosinophils or basophils and an anti-IL5R antibody. 

(57)Abr^g€ 

Un proc6d6 pour la ddtection ou la quantification des dosinophiles et des basophiles, 
comprenant la mise en contact d'un dchantillon contenant dventucUement lesdits dosinophiles ou 
basophiles avec un anticorps monoclonal anti-rdcepteur de 1*11^5 (chaine alpha) qui n*interfferc 
pas avec la fixation de TILS h son r6cepteur ct qui nMnhibe pas 1' activity biologique de I'lI^S pour 
ddtecteh^t si d6sir6 procdder ^ la quantification des dosinophiles et des basophiles, un kit pour 
la ddtection ou la quantification des dosinophiles et des basophiles et un anticorps anti-RIL^5. 
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Proc6d6 de detection ou de quantification des basoohiles et des eosinophiles 
La pr6sente demande conceme un nouveau proc6d6 de detection 
ou de quantification des basophiles et des eosinophiles chez des sujets sains 
ou malades, les proc6d6s de preparation des reactifs n6cessaires et leur mise 
5 en oeuvre notament sous forme de kits. 

L'6tude des Eosinophiles et des basophiles est difficile a cause du 
tr6s faible nombre de ces cellules dans le sang, soit, respectivement, de 1 ^ 
3% et moins de 1%. Cependant, leur nombre peut augmenter de mani6re 
importante dans certains 6tats pathologiques tels que les infections 
10 parasitaires, les 6tats allergiques, asthmatiques ou certaines Ieuc6mies. 

II a 6t6 d6montr6 que les Eosinophiles jouent un role tres important 
dans rasthme allergique chronique. Les Eosinophiles infiltrent les voies 
respiratoires ou ils peuvent Etre activEs et degranuler. La libEration du contenu 
granulaire, enzymes et protEines basiques, cause un dommage S FEpithElium 
15 bronchique. Certains rapports font aussi mention de dysfonctionnements des 
Eosinophiles. 

Le pontage des IgE spEcifiques, prEsentes sur les basophiles, par 
differents allergEnes. tels ' que les pneumallergEnes, venins, protEines 
alimentaires ou mEdicaments peut entrainer la libEration des mEdiateurs 
20 contenus dans les granules ou nEoformEs et capables d'induire un choc 
anaphylactique. 

II est done important, pour connaitre I'Etat d'un sujet et apprEcier sa 
susceptibilitE aux agents exogEnes, de compter les Eosinophiles et basophiles 
et de mesurer la proportion de ceux qui sont activables par tel ou tel agent. 

25 Les mEthodes de comptage des basophiles et des Eosinophiles sont 

basEes sur la coloration des granules (comptage manuel) avec, par exemple, 
du bleu d'ortho-toluidine pour les basophiles et de TEosine pour les 
Eosinophiles. sur leur tailie et leur granulomEtrie ou sur un immunophEnotypage 
diffErentiel de leur surface cellulaire. Ce sont des mEthodes lourdes, 

30 consommatrices de temps, et peu spEcifiques. Elles possEdent de grandes 
incertitudes et des erreurs statistiques importantes S cause du faible effectif de 
ces types cellulaires. D'autre part, la plupart de ces mEthodes ne permet pas 
d'analyser le degrE deactivation de ces cellules. 



FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 



wo 00/16103 



2 



PCT/FR99/02145 



Pour toutes ces raisons, il serait souhaitable de disposer de produits 
et de proc6d§s permettant de d6tecter et quantifier plus sp6cifiquement les 
eosinophiles et les basophiles. actives ou non. 

Diff6rents precedes, utilisant un cytometre de flux, ont et6 decrits 
5 pour la detection des eosinophiles et des basophiles (voir par exemple 
Nakagawa, et aL, (1981) Allergy, 36;pp. 39-47 ; Gane. et al., (1995) Cytometry 
19;pp. 361-365 ; HGbl, et al., (1996) J. Clin. Lab. Analysis. 10, 177-183). 

Un des principaux problemes rencontres lors de I'etude par 
cytometrie de flux des basophiles et des Eosinophiles, est la separation nette 

10 entre les cellules positives et les cellules negatives. Certains auteurs utilisent 
une caracteristique rennarquable des eosinophiles. leur autofluorescence. pour 
les identifier plus precis6ment. Cependant, certains echantillons cliniques 
pr6sentent une autofluorescence tres elevee des monocytes, neutrophiles et 
lymphocytes. II faut aussi souligner ici la grande variabilite de la granulometrie 

15 des eosinophiles. ce qui se traduit par un etalement de la zone du diagramme 
de dispersion (repartition en fonction de la taille et de la granulometrie) 
correspondant a ces cellules. Sur le diagramme de dispersion, les basophiles 
sont situes a la fronti6re entre les lymphocytes et les monocytes. 

Les leucocytes expriment ^ feur surface des prbteines caracterisees 

20 en CDs (Cluster Differenciation) par des groupes d'anticorps qui les 
reconnaissent. L'expression de plusieurs CDs sur une meme cellule peut 
permettre de la caract6riser. Un meme CD peut etre exprime sur differents 
types cellulaires. C'est pourquoi la plupart des precedes par cytometrie de flux 
utilisent des melanges d'anticorps reconnaissant plusieurs de ces CDs comme 

25 marqueurs des basophiles ou des eosinophiles. 

Par exemple, I'utilisation de deux melanges d'anticorps. anti-CD2, 
anti-CD14, anti-CD16 et anti-CD19 d'une part et anti-CD32, anti-CD25. anti- 
lgG1 et anti-lgG4 d'autre part, permet de detecter les basophiles au 
cytofluorimetre en flux. Les anticorps anti-CD2 mettent en evidence les cellules 

30 T. les anticorps anti-CD19 pemnettent de detecter les cellules B et les anticorps 
anti-CD14 detectent principalement les monocytes mais aussi les granulocytes. 
Le CD16. recepteur de type III des IgG, est exprime sur les neutrophiles, 
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certaines cellules T (NK) et sur les monocytes. Le CD32, r6cepteur de type II 
des IgG. est exprime sur les monocytes, les neutrophiles et les lymphocytes B. 
Le CD25 est un marqueur d'activation des cellules T et B ainsi qu*un marqueur 
d'activation des macrophages. Plusieurs de ces marqueurs sont partag6s par 
5 differents types de leucocytes. Les basophiles et les eosinophiles sont des 
populations minoritaires de leucocytes. C'est pourquoi la plupart des donnees 
sur les basophiles et les Eosinophiles ont ete obtenues ^ partir de cellules 
purifi6es. Par exemple. les basophiles de sujets atteints de leucemie my6ioYde 
chronique ont pu §tre 6tudi6s apres plusieurs etapes de purification a I'aide 

10 d'anticorps monoclonaux puis lyse des globules rouges par le complement. 
Cependant, ce proc6d6 est impraticable en routine car il est long et n6cessite 
un grand volume de sang. 

D'autres precedes pour la detection des basophiles utilisent un 
anticorps anti-lgE ou un anticorps anti-recepteur de haute affinity pour les IgE, 

15 Mais ces precedes ne permettent pas une identification claire des basophiles 
car de faibles quantit6s de recepteur de haute affinite pour les IgE ont 6t6 
mises en Evidence sur les monocytes et les Eosinophiles et les cellules B 
peuvent porter des IgE a leur surface. D'autre part, le pontage des IgE ou de 
leurs recepteurs a la surface des basophiles, par les anticorps utilises comme 

20 sonde, peut entrainer une activation ceilulaire modifiant les proprietes de la 
membrane. II a etE dEmontre que I'activation des basophiles par un aliergEne 
induit une diminution de la liaison d'un anticorps anti-lgE. 

II serait done souhaitable de pouvoir facilement et sans risque 
d'erreur compter les Eosinophiles et basophiles, meme au milieu des autres 

25 populations celiulaires du sang humain et de mesurer la proportion de ceux qui 
sont activables par tel ou tel agent. 

En rEponse au problEme du diagnostic et du traitement de maladies 
telles que Tasthme bronchique chronique ou la dermatite atopique, EP-A-0 811 
691 propose des anticorps de divers types, monoclonaux. humanisEs etc. 

30 dirigEs centre la chame a du rEcepteur de rinterleukine-5 bloquant I'activitE de 
cette cytokine. II propose aussi un procEdE de dEtection des Eosinophiles. Mais 
Tutiiisation d'anticorps neutralisant Tactivite biologique de riL-5 donne des 
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resultats d6cevants. par analyse en cytom6trie de flux, Le signal sp6cifique 
obtenu sur des 6osinophiles. meme purifies, ne se distingue pas du signal 
obtenu avec un anticorps de controle (bmit de fond). 

Lors de la caracterisation d'un groupe d'anticorps monoclonaux 
5 diriges centre le r6cepteur de I'lnterleukine-S (RIL-5). la demanderesse a 
dScouvert que. de maniere surprenante, les basophiles et les eosinophiles 
pouvaient, au milieu des autres populations cellulaires du sang humain ou 
animal, etre detectes isolement et conjointement a I'aide de certains anticorps 
specifiques de la chaine alpha du recepteur de rinterleukine-5 et que Ton 

10 pouvait, si d6sir6, en plus compter ces memes cellules. La demanderesse a 
montr6 par bioessai sur cellules TF1. d6pendantes de TILS pour leur survie, 
que ces anticorps s^lectionnes n'inhibaient pas la croissance de ces cellules. 

□'autre part, la demanderesse a aussi montr6 que le recepteur lie i 
ces anticorps immobilis6 sur phase solide est toujours capable de fixer riL5 

15 marqu6e. 

C'est pourquoi la presente demande a pour objet un precede pour la 
detection ou la quantification des eosinophiles et des basophiles. caracteris§ 
en ce qu*il comprend la mise en contact d'un 6chantilIon contenant 
eventuellement lesdits eosinophiles ou basophiles avec un anticorps 
20 monoclonal anti-recepteur de riL-5 (chame alpha) qui n'interfere pas avec la 
fixation de riL5 S son r6cepteur et qui n'inhibe pas I'activite biologique de riL-5 
pour d6tecter et si d6sir6 proceder a la quantification des eosinophiles et des 
basophiles. 

L'invention utilise done un anticorps monoclonal anti-recepteur de 
25 riL-5 (chaine alpha) et I'expression de la chaine alpha du recepteur de riL-5 
comme marqueur sp6cifique des Eosinophiles et des basophiles. On a observe 
que ce marquage 6tait sp6cifique de ces cellules sanguines et qu'aucune des 
cellules B, T, monocytes ou neutrophiles n'etait marquee. 

Ces anticorpis sont done utilisables pour le comptage des basophiles 
30 et des eosinophiles en toutes circonstances avec exactitude et precision. 
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L'6chantillon contenant eventuellement lesdits 6osinophiles ou 
basophiles peut §tre par exemple un pr6levement sanguin provenant 
notamment d'un sujet malade, de preference allergique ou parasite. 

Selon le proced6 ci-dessus d6crit, I'anticorps monoclonal anti- 
5 r6cepteur de riL-5 est un anticorps qui n'interfere pas avec la fixation de TILS a 
son r^cepteur et qui n'inhibe pas Tactivite biologique de riL-5. 

L'absence d'inhibition de i'activite biologique de I1L-5 peut etre 
montr6e par bioessai sur cellules TF1, dependantes de TILS pour leur survie, 
les anticorps selon I'lnvention ninhibant pas la croissance de ces cellules TFl 

10 Dans des conditions pr6f6rentielles de mise en oeuvre du precede ci- 

dessus d^crit, Tanticorps monoclonal anti-recepteur de riL-5 est un anticorps 
qui n'interfere pas avec les IgE. L'on entend par « qui n'interfere pas avec les 
lgE» un anticorps qui n'emp§che pas la liaison d'un ailergene ou d'un autre 
anticorps anti-lgE, ^ ces IgE de surface . 

15 Dans encore d'autres conditions prefSrentielles de mise en oeuvre du 

proc6de ci-dessus d6crit, I'anticorps monoclonal anti-recepteur de riL-5 est un 
anticorps qui n'interfere pas avec Tactivation cellulaire des 6osinophiles ou des 
basophiles. L'on entend par « qui n'interfere pas avec I'activation cellulaire des 
6osinophiles ou des basophiles» un anticorps qui par sa liaison a la surface de 

20 la cellule, n'induit pas ou n'inhibe pas I'apparition d'un marqueur d'activation de 
surface des basophiles ou des eosinophiles. 

Dans toujours d'autres conditions preferentielles de mise en oeuvre du 
precede ci-dessus d6crit, la detection et si desire la quantification des 
6osinophiles et des basophiles utilise un cytom6tre.de flux ou ^ balayage 

25 optique. 

Les basophiles humains expriment a leur surface des niarqueurs tels 
que les CD11, CD13, CD18, CD26, CD31, CD32, CD33, CD40, CD43, CD44. 
CD45, CD49d, Cp54 et les 6osinophiles expriment i leur surface les CD15, 
CD32, CD44, CD49d, CD52, CD65, CD66, CD67. Par contre ni les basophiles, 
30 ni les 6osinophiles n'expriment les CDS, CD14, CD16, CD19. Ces listes de 
marqueurs ne sont pas exhausttves. 
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C'est pourquoi la pr^sente demande a aussi pour objet un proc§dS ci- 
dessus caracteris6 en ce que en outre Ton met en contact I'^chantillon avec un 
ou de preference plusieurs autres anticorps monoclonaux dirig6s centre 
d'autres marqueurs permettant d'exclure les types cellulaires autres que les 
5 6osinophiles ou les basophiles. Ainsi on peut discriminer les lymphocytes, 
monocytes et neutrophils des 6osinophiles et basophiles. 

On utilise done des marqueurs d'exclusion pour ameliorer encore la 
precision du comptage en excluant les 6venements en"atiques. La pr6sente 
demande a notamment pour objet un proc6de ci-dessus caracterise en ce que 

10 les autres anticorps monoclonaux sont dirig6s centre les marqueurs CD3, 
CD16 et CD19 qui permettent d'exclure les evenements erratiques. 

L'invention permet la detection et la quantification specifique des 
basophiles et des eosinophiles actives ou non actives. II a ete demontre 
r§cemment que !e CD63. prot6ine lysosomale de la famille du t6traspan et 

15 initialement d6crite comme marqueur d'activation des plaquettes, 6tait 
6galement present dans les granules des basophiles et neutrophiles. 
Uexpression du CD63 d la surface celluiaire est dependante du calcium. Lors 
de Tactivation des basophiles, le CD63 exprim§ a la surface peut etre reconnu 
par un anticorps sp6cifique. L*intensit6 du marquage est fonction du nombre de 

20 cellules aetivees. 

C'est pourquoi la presente demande a encore pour objet un precede 
ci-dessus caracterise en ce que Ton precede a la detection ou la quantification 
des basophiles actives en mettant en outre en contact r^chantilion avec un ou 
plusieurs autres anticorps monoclonaux diriges centre des marqueurs 

25 d'activation des basophiles et notamment centre I'antigene CD 63. 

De meme, la presente demande a encore pour objet un precede ci- 
dessus caract6ris6 en ce que Fen precede a la detection ou la quantification 
des 6esinophiles actives en mettant en outre en contact Techantillon avec un 
ou plusieurs autres anticorps monoclonaux diriges centre des marqueurs 

30 d'activation des 6osinophiles et notamment centre i'antigene CD 69. 
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De plus la detection et le comptage des basophiles et des 
6osinophiles s6parement est possible des lors que Ton dispose d'un moyen 
additionnei de discrimination tel que 

- la diffusion de la lumiere dans les cytometres en flux ou les 
5 eosinophiles se distinguent des basophiles par une valeur beaucoup plus 

^levee de la diffusion latSrale (side scatter), 

- I'activite peroxydasique propre aux 6osinophiles que Ton revele par 
utilisation de substrats precipitants comme le DAB (diamine benzidine) ou 
fluorescents comme le diac6tate de dichlorofluoresc6ine, substrat non- 

1 0 fluorescent transforme en 2\7*-dichlorofIuoresc6ine hautement fluorescente. 

La presente demande a encore pour objet un anticorps anti-RIL-5 
caract§rise par : 

- Tabsence dMnterference avec la fixation de TILS a son recepteur 

- I'absence d*interf6rence avec les IgE 

15 - Tabsence d'interference avec Tactivation cellulaire des 

eosinophiles ou des basophiles 

- I'absence dinhibition de I'activitS biologique de lML-S. 

Une realisation avantageuse de Tinvention consiste en I'utilisation 
d'un melange d'anticorps dirig6s d'une part centre le RIL-5. avec ou sans 

20 marqueurs "spScifiques" des lymphocytes T et B. cellules NK. monocytes et 
neutrophiles et, si Ton s'interesse aux eosinophiles ou basophiles actives, 
d'autre part un marqueur d'activation de basophiles et des eosinophiles. Le 
marqueur d'activation cellulaire peut etre un anticorps sp6cifique d'une proteine 
apparaissant a la surface de la membrane cellulaire apr^s activation ou la mise 

25 en Evidence d'une activity enzymatique oxydative. Celui-ci permet la mise en 
6vidence et, 6ventuellement, la quantification de Tactivation cellulaire. 

C*est pourquoi la presente demande a aussi pour objet des kits cibles 
pour differentes applications, lesdits kits ayant pour base un anticorps 
monoclonal anti-RIL-5, pref6rentiellement de souris. de rat ou de lapin, ou bien 

30 modifi§ g6n6tiquement et premierement 

un kit pour la d6tection ou la quantification des Eosinophiles ou des 
basophiles contenant 
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- au moins un anticorps monoclonal anti-RIL-5 tel que defini ci- 
dessus coupl§ S un prennler fluorochrome, 

- un nn6lange d'anticorps marqueurs des lymphocytes, monocytes et 
neutrophiles, couples ^ un deuxieme fluorochrome, 

5 ainsi qu'un kit pour la detection et la quantification des eosinophiles 

et des basophiles actives contenant 

- au nrioins un anticorps monoclonal anti-RIL-5 tel que defini ci- 
dessus coup!§ S un premier fluorochrome, 

- un m6lange d'anticorps marqueurs des lymphocytes, monocytes et 
10 neutrophiles, couples a un deuxieme fluorochrome et 

- des anticorps diriges centre des marqueurs d'activation et couples 
a un troisidme fluorochrome. 

La pr§sente demande a encore pour objet un kit ci-dessus caracterise 
en ce qu'il renfenme en outre un substrat sp6cifique de ractivit6 oxydative des 
15 eosinophiles . 

La presente demande a aussi pour objet un kit pour la detection ou la 
quantification de {'activity oxydative des eosinophiles ou des basophiles 
contenant 

- au moins un anticorps monoclonal anti-RIL-5 tel que defini ci- 
20 dessus couple k un premier fluorochrome 

- un melange d'anticorps marqueurs des lymphocytes, monocytes et 
neutrophiles conjugu6s un second fluorochrome 

- un substrat marqueur de I'activite oxydative des eosinophiles ou 
des basophiles, 

25 Les conditions pr6ferentielles de mise en oeuvre des precedes ci- 

dessus d6crites s'appliquent egalement aux autres objets de invention vises ci- 
dessus. 

La presente demande a enfin pour objet un proc6de, anticorps ou kit 
ci-dessus caract6ris6 en ce que i'anticorps monoclonal anti-r6cepteur de riL-5 
30 est un anticorps de type lgG1 dont rhybridome correspondant a 6te depose a 
la Collection Nationale de Culture de Micro-organismes (CNCM) sous le I- 
i2068. 
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L'invention peut fitre appiiquee dans le test, par les laboratoires 
cliniques et pharmaceutiques, de la reponse des basophiles ou des 
6osinophiles k differents types d'agents d6granulants (allerg6nes, substances 
chimiques, parasites, etc.), afin de r6aliser un diagnostic ou un suivi de 
5 desensibiiisation, ou encore de mettre en evidence la capacity de nouvelles 
molecules d nnoduler la degranulation des basophiles ou des eosinophiles et 
pour I'etude de pathologies allergiques, parasitaires et leucemiques. 

Les exemples qui suivent illustrent la presente demande. 

10 

La figure 1 est riilustration d'un " dot plot " obtenu avec I'anticorps 
monoclonal anti-RIL-5 H17N (B) et un controle isotypique (A) conjugues S la 
phyco6rythrine. Les abscisses reprSsentent I'intensite de fluorescence 
exprimee en 6chelle logarithmique et les ordonnees representent la diffusion 
15 Iat6rale. 

Les polygenes marqu6s R4 et R5 representent respectivement les 
basophiles et les Eosinophiles. 

Les figures 2A et 2B sbnt Tillustration d'un double marquage obtenu 
avec I'anticorps anti-RIL-5 conjugu6 a la phyco6rythrine pour les basophiles et 
20 les 6osinophiles. respectivement. Les abscisses representent la fluorescence 
6mise par la fluoresceine (FITC) et les ordonnfees la fluorescence emise par la 
phycoerythrine (PE). 

Le "dot plot" de gauche represente le double marquage entre I'anti- 
RIL-5-PE et un anticorps specifique d'un autre marqueur couple au FITC. Le 
25 "dot plot" de droite repr6sente le marquage obtenu avec un controle isotypique 
et ranti-RIL-5-PE. 

Les marqueurs utilises sont, de haut en bas, anti-CD16 (ce 
marqueur est present sur les neutrophiles. les cellules NK, les cellules de 
Kuppfer et una sous population des macrophages), anti-CD49d (chaine alpha 4 
30 des int6grines exprim6e sur les basophiles et les eosinophiles mais aussi sur 
les lymphocytes, monocytes et thymocytes). 
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La figure 3 est I'illustration d'un double marquage obtenu avec un 
anticorps anti-RlL-5 conjugue S la phyco6rythrine en combinaison avec un 
melange d'anticorps CDS, CD19, CD16, tous conjugu6s d la phycoerythrine- 
Cyanine 5 (PECy5). Le canal FL-1 correspond a la fluorescence emise par la 
5 fluoresceine, le canal FL-2 correspond a la fluorescence 6mise par la 
phyco6rythrine et le canal FL-3 correspond 6 la fluorescence emise par la 
phyco6rythrine Cyanine 5. 

Le diag.ramme A correspond a la dispersion selon la taille et la 
granulom§trie. On distingue la region R1 qui con-espond aux lymphocytes, la 
10 r6gion R2 qui correspond aux monocytes et la region R3 qui correspond aux 
granulocytes. 

Le diagramme B correspond a la fluorescence de Tanticorps anti-IL- 
5R-PE en fonction de la diffusion Iat6rale, fonction de la taille cellulaire. R4 
correspond aux basophiles et R5 correspond aux eosinophiles. 
15 Le diagramme C represents la fluorescence du melange d'anticorps 

anti-CD3, anti-CD16, anti-CD19, en fonction de la diffusion Iat6rale. R6 
con^espond aux eosinophiles non marques. 

Le diagramme D represente la fluorescence du melange d'anticorps 
antiCD3, anti-CD16, anti-CD19 et la fluorescence de I'anticorps anti-IL-5R-PE. 
20 Les 6osinophiles se projettent dans les regions R5 et R6. Seuls les 
6v6nements presents en R5 et R6 sont pris en compte dans le diagramme D. 

La figure 4 est I'illustration de la correlation entre les pourcentages 
donnes par un hematimfetre et le proc6d6 de Vinvention. Les abscisses 
repr6sentent le pourcentage des eosinophiles (A) et le pourcentage des 
25 basophiles (B) obtenus en cytometrie de flux et les ordonnees representent le 
pourcentage des Eosinophiles (A) et le pourcentage des basophiles (B) donnes 
par I'h6matim6tre. 

Le graphique du haut correspond aux donnees obtenues sur les 
Eosinophiles et le graphique du bas aux donnEes obtenues sur les basophiles. 
30 Les coefficients de correlation sont donnees i TintErieur de chaque graphe. 

La figure 5 est I'illustration typique d'un rEsultat obtenu apres 
activation des basophiles avec un anticorps anti-lgE. 
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Sur cette figure 5, le "dot plot" 1 represents la taille et la 
granulom6trie des cellules du sang, le diagramme 2 repr6sente le marquage 
obtenu avec ranticorps anti-R!L-5-PE (diagramme simiiaire a celui presente sur 
la figure 1), lei diagramme 3 represente Tisolement des basophiles et le 
5 nettoyage de la population des autres contaminants possibles, tels que les 
lymphocytes et les monocytes. Le diagramme 4 represente les basophiles. 

La figure 5B represente 4 « dot plots » de basophiles actives. 
Chaque «dot plot» correspond d une stimulation de sang total par des 
concentrations d^croissantes d'anti-lgE. Le nuage de points de chaque « dot 
.10 piot» correspond a la population, isol6 selon le «dot plot » 5A-4. Les 
abscisses repr6sentent la fluorescence emise par la fluoi^esceine couplee a 
ranticorps anti-CD63, et les ordonn6es representent la fluorescence emise par 
la phyco6rythrine couplee a I'anticorps anti-RIL-5. 

La figure 6 est ('illustration de la comparaison entre les pourcentages 
15 des cellules CD63+IL5R+ et le pourcentage d'histamine Iib6r6e. 

Chaque diagramme represente un donneur. Les symboles noirs 
representent le % des cellules CD63+IL-5R+ et les symboles blancs le 
pourcentage d'histamine Iiber6e. Les abscisses representent la concentration 
d'anti-lgE utilisee par la stimulation des basophiles exprim6s en pg/ml et les 
20 ordonnees representent le pourcentage de basophiles exprimant CD63 ou le 
pourcentage d'histamine Iib6r6. 

La figure 7 est illustration de {'activation des eosinophiles par un 
ester de phorbol (PMA : phorbol myristate ac6tate). Les abscisses representent 
la concentration de PMA ajout6 et les ordonn6es representent le pourcentage 
25 des eosinophiles exprimant la mol6cule CD69 ou CD63. Chaque diagrahime 
represente un donneur different. 

EXEMPLE I. Obtention des anticorps rtionoclonaux anti-RIL-5. 

30 1-R6actifs. 

Les reactifs courants (sels, tampons, etc.) ont ete achetes chez 
Merck, Darmstadt, Allemagne. Les reactifs de culture cellulaire proviennent de 
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Biowitthaker Virviers. Belgique et de Sigma. Saint-Louis, USA. Les anticorps 
monoclonaux anti-CD3. anti-CD16, anti-CD19. anti-CD49d, anti-CD63. anti- 
CD69 conjugues au N-isothiocyanate de fluoresceYne (FITC) ou au 
phyco6rythrine Cyanine 5 (PECyS) et Tanticorps monoclonal anti-lgE clone 
5 E1 24.2.8. sont des produits commerciaux obtenus chez Immunotech, Marseille, 
France. 

2- Fusion 

L'anticorps anti-RIL-5. clone H17N, a 6te obtenu apres immunisation 

10 de souris avec une forme soluble recombinante du RIL-5, prot6ine produite a 
partir d'un gene fusion RIL-5 - IL-2 et exprim6e dans les cellules CHO, puis 
fusion des blastocytes avec les cellules de myelome X63, selon la technique 
classique d6crite par Kohler et Milstein (1975, Nature 25S. 495). La production 
d'anticorps a 6t6 cribl6e par ELISA en utilisant des plaques recouvertes avec 

15 soit la prot6ine hybride RIL-5-IL-2 soit avec riL-2. Les clones positifs sur les 
plaques recouvertes avec le RIL-5-IL-2 et n^gatifs sur les plaques recouvertes 
avec riL-2 ont 6t6 clones par dilution limite. La selection des anticorps 
s'effectue sur des cellules TF-1 en raison de leur capacity a reconnaftre le RIL- 
5 en presence et en absence d'IL-5, critere selon la pr6sente invention. 

20 Parmi les anticorps monoclonaux s6lectionnes, l'anticorps 

monoclonal anti-RIL-5, appele H17N, pr6sente une forte affinity pour TantigSne 
mais n'inhibe pas I'activite biologique de riL-5. En consequence, malgre la 
liaison de riL-5 ^ son r6cepteur aucune inhibition n'est observ6e. L'hybridome 
correspondent a 6t6 depose k la Collection Nationale de Culture de- Micro- 

25 organismes (CNCM) a Paris le 3 septembre 1998 sous le 1-2068. L'anticorps 
monoclonal anti-RIL-5, appel6 H17N est de type lgG1. 

3- Couplage i un marqueur fluorescent 

Le couplage de l'anticorps anti-RIL-5 H17N a la phycoerythrine a et6 
30 realise selon le protocole d6crit dans « Bioconjugate techniques » par G. 
Hermanson, Academic Press. 1996. 
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EXEMPLE 2. Analyse par cytometrie sur sang total. 
1 - Echantillons sanguins. 

Les Echantillons sanguins utilises pour I'etude de correlation ont 6te 
5 obtenus de I'Hopital La Conception (Marseille, France). La formulation 
sanguine a et6 r6alis6e sur des tubes contenant de I'EDTA comme 
anticoagulant avec un appareil STKS-Coulter, Miami, USA. Le sang utilise pour 
les activations des basophiles a ete pr6leve sur des tubes heparin^s. Ces 
Echantillons ont 6t6 preleves sur des personnes appartenant au laboratoire. 

10 

2- Protocole. 

^expression du RIL-5 dans diffErentes sous populations cellulaires, 
a partir de sang total, a et6 analysee a Taide d'un double immunomarquage, 
utilisant d*une part I'anticorps antl-RIL-5 H17N conjuguE a la phycoerythrine 
15 pr6par6 au stade 3 de Texemple 1 et d'autre part des marqueurs specifiques 
des populations celiulaires EtudiEes. 

Le protocole utilisE est le suivant : 100 pi de sang total sont incubEs 
avec 20 pi d'anticorps anti-RIL-5 H17N-PE et 20 pi d*un deuxieme anticorps 
specifique d*un autre marqueur. L'echantillon est incube 15 min. a temperature 
20 ambiante. 

Ensuite, 1 ml de rEactif de lyse est ajoutE et le melange rEactionnel 
vigoureusement melange imm6diatement. Quand rEchantillon est devenu 
translucide {< 1 min.). 250 pi de r6actif de fixation sont ajoutEs et TEchantillon 
est ^ nouveau soigneusement melange. Trois ml de tampon phosphate 

25 isotonique {PBS 1X) sont alors ajoutEs, puis TEchantillon est centrifuge pendant 
3 minutes a 1200 tours par minute. Le surnageant est aspire et 500 pi de PBS- 
0.5% formaldehyde sont ajoutes. Les echantillons sont stockes A 4°C et a 
I'obscurite avant Tanalyse au cytometre; 

La liaison non sp§cifique est controlee en utilisant un anticorps 

30 irrelevant du m§me isotype reference IM 0670 (Immunotech, Marseille). Ceci 
permet d'effectuer les rEglages pertinents de I'appareil. L'analyse cytometrique 
des cellules marquees par les diff6rents fluorochromes a §t6 r6alisee sur un 
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appareil FACScalibur (Becton Dickinson, Mountain View, USA). Pour chaque 
6chantillon, on a analyst 100 000 6venements. 

3- Identification des basophiles et des eosinophiles par cytometrie de 

5 flux. 

L'anticorps anti-RIL-5 H17N a §te conjugue a la phycoerythrine (PE) 
afin de caract6riser plus facilement les cellules qui expriment le recepteur de 
riL-5. L'immunomarquage du sang total avec l'anticorps H17N-PE et un 
anticorps de controle (anticorps irrelevant de m&me isotype reference IM 0670) 

1 0 est montr6 sur la figure 1 (A et B). 

En presence de l'anticorps de controle, on observe une absence de 
marquage (figure 1 A). Par centre, en presence de l'anticorps anti-RIL-5-PE, un 
d^calage de la fluorescence de certaines cellules est observ6 (figure 1 B). Les 
deux nuages (fenfitres R5 et R4) des cellules marquees par Fanticorps anti- 

15 RIL-5 correspondent aux 6osinophiles et basophiles. Gette obsen/ation a ete 
confirmee grSce S plusieurs immunomarquages S I'aide d*anticorps specifiques 
de diff6rents CD's (Clusters Differentiation). Ainsi. on a observe que les cellules 
positives pour le RIL-5 sont negatives pour I'expression des CDS, GDI 9 et 
CD 16, CDs sp6cifiques des lymphocytes, et negatives pour I'expression du 

20 CD 14, sp6cifique des monocytes. Cependant, les cellules sont positives pour 
CD49d. proteine exprimee par les 6osinophiles et les basophiles, mais aussi 
par les lymphocytes, monocytes et thymocytes. 

Ceci demontre que les cellules marquees par l'anticorps anti-RIL-5 
correspondent bien aux 6osinophiles et aux basophiles. 

25 

EXEMPLE 3. Quantification des eosinophiles et basophiles. 

On a compare la difference existant entre le pourcentage des 
eosinophiles et basophiles donne par ihSmatimfetre STKS (Coulter, Miami), 
30 utilise ^ rHdpital de la Conception ^ Marseille, et le pourcentage de cellules 
positives pour I'expression du RILt5, mises en evidence par l'anticorps anti-RIL- 
5 H17N selon invention. 
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Les basophiles et les 6osinophiles sont les seuls types cellulaires 
marques par I'anticorps anti-RIL-5 selon I'invention mais le nuage des 
basophiles est tres proche du nuage de cellules correspondant aux 
lymphocytes. 

5 On a ajout6 a Tanticorps anti-RIL-5 conjugue a la PE, un melange 

d'anticorps anti-CD3, anti-CD16 et anti-CD19 conjugu6s au phyco§rythrine 
Cyanine 5, ce qui permet d'exclure les evfenements erratiques. Cette 
combinaison permet d'obtenir des valeurs plus exactes. En utiiisant cette 
m6thode, on a compare les pourcentages d'eosinophiles et de basophiles 

10 obtenus par les deux m6thodes pour 50 echantillons diff6rents. Les resuitats 
sont pr6sent6s dans la figure 4. 

La figure 4A.presente la correlation des pourcentages d'eosinophiles 
obtenus avec les deux techniques. Celle-ci est de de [% H6matim6tre] = 0,94 
[% Cytometre] + 0 pour n = 50. La figure 4B pr6sente la correlation des 

15 pourcentages de basophiles bbtenus avec les deux techniques. Celle-ci est de 
[% Hematimetrel = 0.86 [% Cytometre] + 0.076 pour n = 50. On observe une 
tr6s bonne correlation entre les deux mdthodes, r = 0.98 et r = 0,83, 
dSmontrant la grande fiabilite du precede selon invention. 

20 EXEMPLE 4. Activation des basophiles. 

La liberation d'histamine par les basophiles actives a ete realisee sur 
des fractions aliquotes de 300 |jl de sang, deposees dans un tube et incubees 
en presence de diff6rentes concentrations d'anti-lgE afin d'etablir une courbe 

25 dose-r6ponse. 

Les echantillons sont melang6s doucement et incubes a 37°C 
pendant 15 minutes. Uactivation cellulaire est arrStSe par addition de 300 pi de 
tampon phosphate froid contenant ImM d'EDTA. Les tubes sont centrifuges ^ 
+4*C durant 3 minutes a 1200 tours par minute. Le surnageant est recup6re 

30 pour quantifier I'histamine. Le culot cellulaire est remis en suspension dans 300 
pi de tampon phosphate. 1mM EDTA et lOOpI de cette suspension cellulaire 
sont analyses apr6s immunomarquage. 
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La quantification de Tliistamine Iib6ree a ete isffectuee i Vaide d'un 
radio-immunodosage commercial ( R6ference 1659, Immunotech, Marseille, 
Franc ). suivant les instructions du fabriquant. L'histamine totale est 
5 dSterminee aprds lyse cellulaire par dilution de 50pl de sang dans 950 pi d'eau 
distillSe suivie de deux cycles de congelation-d^congelation. Uhistamine liberie 
apres activation cellulaire est exprimee en pourcentage d'histamine totale. 

L'analyse par cytorfi6trie de flux a 6t6 r6alisee apres triple marquage 
sur lOOpI de culot cellulaire repris par du PBS, avec I'anticorps anti-RIL-5 

10 H17N-PE, I'anticorps anti-CD63-FITC et des anticorps anti-CD3, anti-CD16, 
anti-CD19, tous trois conjugu6s au PECy5. La procedure est identique a celle 
decrite pr6cedemment, De la meme fagon, l'analyse de 100 000 cellules est 
acquise. Le pourcentage de cellules doublement marquees CD63+ et RIL-5+ a 
6t6 d6termin6 apr6s activation cellulaire. 

15 Une experience representative est presentee sur la figure 5. On 

observe une augmentation de cellules doublement marques (CD63 et RIL-5) en 
fonction de la concentration d'anti-lgE. Cette augmentation est parfaitement 
corr6l§e avec le profil d'histamine Iiber6e comme cela est montre pour quatre 
donneurs diff§rents sur la figure 6. 

20 

EXEMPLE 5 . Activation des eosinophiles 

L'expression du marqueur d'activation CD69 a et6 realisee sur des 
fractions aliquotes de 300 pi de sang, depos6es dans un tube et incubees en 
presence de diff6rentes concentrations de PMA (Phorbol Myristate Acetate) 
25 afin d*6tablir une courbe dose-reponse. Les §chantillons sont melanges 
doucement et incub6s a 37X pendant 6 heures. Uactivation cellulaire est 
arr§t6e en centrifugeant a +4**C durant 3 minutes a 1200 tours par minute. Le 
surnageant est r6cup6r6 pour quantifier I'histamine. Le culot cellulaire est remis 
en suspension dans 300 pi de PBS, 1 mM EDTA et 100 pi de cette suspension 
30 cellulaire sont analyses aprds immunomarquage. 

La quantification de I'histamine liberie a et6 effectuee A Taide d'un 
radioimmunodosage commercial (reference 1659, Immunotech, Marseille, 
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France), suivant les instructions du fabricant. L'histamine totale est determinee 
apr§s lyse cellulaire par dilution de 50 pi de sang dans 950 pi d'eau distill§e 
suivie de deux cycles de cong^lation-d^congSiation. L'histamine lib§r^e apr^s 
activation cellulaire est exprimSe en pourcentage d'histamine totale. 
5 Uanalyse par cytom6trie de flux a ete r6alis6e apres triple marquage 

sur 100 pi de culot cellulaire repris par du PBS, avec I'anticorps anti-RIL-5 
H17N-PE. ranticorps anti-CD69-FITC ou I'anticorps anti-CD63-FITC et les 
anticorps anti-CD3, anti-CD16, anti-CD 19, tous trois conjugu6s au PECyS. La 
procedure est identique a celle d6crite prec6demment. De la meme fafon, 

10 ['analyse de 100.000 cellules est acquise. Le pourcentage de cellules 
doublement marquees CD69* et RIL-5* d'une part, CD63* et IL-5R* d'autre part 
a ete determine apres activation cellulaire. 

Une experience representative est presentee sur la figure 7. On 
observe une augmentation de cellules doublennent marquees (0069" et RIL-5*) 

15 en fonction de la concentration de PMA. De fagon int6ressante le marquage 
avec I'anticorps anti-GD63 sur les eosinophiles n'a pas donne de fluorescence 
d6montrant que le CD63 est specifique des basophiles. 

EXEMPLE 6. Kit de detection ou de quantification des 
20 eosinophiles ou des basophiles. 

On a pr6par6 un kit.repondant S la composition : 

- un flacon contenant un anticorps anti-RIL-5 H17N conjugue a la 
phycoerythrine 

- un flacon contenant un melange d'anticorps : 
25 Anti-CD3 conjugue au PECy5 

Anti-CD16 conjugue au PECy5 
Anti-CD 19 conjugue au PECy5 

- un flacon contenant un anticorps « contrSle isotypique » conjugue ^ 
la phycoerythrine 

30 - un flacon contenant un anticorps « controle isotypique » conjugue 

au PECy5 
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EXEMPLE 7. Kit de detection ou de quantification des 
eosinophiles ou ides basophiles activds. 

On a prepare un kit rSpondant i la composition : 

- un flacon contenant un anticorps anti-RIL-5 H17N conjugue a la 
5 phycoerythrine 

- un flacon contenant un melange d'anticorps : 

Anti-CD3 conjugu6 au PECyS 
Anti-GD16 conjugu6 au PECyS 
Anti-CD19 conjugue au PECyS 
10 - un flacon contenant un anticorps Anti-CD63 conjugue au FITC 

- un flacon contenant un anticorps « controle isotypique » conjugue a 
la phyco6rythrine 

- un flacon contenant un anticorps « controle isotypique » conjugue 

au PECyS 

15 - un flacon contenant un anticorps « controle isotypique » conjugue 

au FITC 

EXEMPLE 8. Kit de detection ou de quantification des 
eosinophiles ou des basophiles 
20 On a prepare un kit r6pondant S la composition : 

- un flacon contenant un anticorps anti-RIL-5 H17N conjugue 6 la 
phycoerythrine 

- un flacon contenant un melange d'anticorps : 

Anti-CD3 conjugu6 au PECyS 
25 Anti-CD16 conjugue au PECyS 

Anti-CD19 conjugue au PECyS 
. - un flacon contenant un anticorps « controle isotypique » conjugu6 
au PECyS 

- un flacon contenant du diacetate de dichlorofluoresceine 



wo 00/16103 



19 



PCT/FR99/02145 



REVENDICATIQNS 

1 Un proc6d6 pour la detection ou la quantification des eosinophiles 
et des basophiles, caracteris§ en ce qu'il comprend la mise en contact d'un 
5 6chantillon contenant eventuellement lesdits eosinophiles ou basophiles avec 
un anticorps monoclonal anti-r6cepteur de riL-5 (chame alpha) qui n'interfdre 
pas avec la fixation de TILS S son r6cepteur et qui n'inhibe pas I'activit^ 
biologique de riL-5 pour d6tecter et si desire proceder S la quantification des 
Eosinophiles et des basophiles. 
10 2. Un proc6de selon la revendication 1, caracterise en ce que 

I'anticorps monoclonal anti-r6cepteur de riL-5 est un anticorps qui n'interf6re 
pas avec les IgE 

3. Un proced6 seton la revendication 1 ou 2, caracterise en ce que 
Tanticorps monoclonal anti-r6cepteur de riL-5 est un anticorps qui nMnterfere 

15 pas avec I'activation cellulaire des Eosinophiles ou des basophiles. 

4. Un proc6d6 selon rune des revendications 1 ^ 3, caracterise en ce 
que la detection et si desire la quantification des eosinophiles ou des 
basophiles utilise un cytometre de flux ou k balayage optique. 

5. Un procedE selon Tune des revendications 1 a 4 caracterise en ce 
20 que en outre Ton met en contact Techantiilon avec d*autres anticorps 

monocionaux diriges contre d'autres marqueurs des types cellulaires 
eosinophile ou basophile. 

6. Un precede selon la revendication 5 caracterise en ce que les 
autres anticorps monocionaux sont diriges contre les marqueurs CDS, CD16 et 

25 CD19. 

7. Un precede selon Tune des revendications 1 d 6 caracterise en ce 
que Ton procEde a la detection ou la quantification des basophiles activ6s en 
mettant en outre en contact TEchantillon avec un ou plusieurs autres anticorps 
monocionaux diriges contre des marqueurs deactivation des basophiles. 

30 8. Un procedE selon la revendication 7 caracterise en ce que le 

marqueur d'activation est I'antigEne CD 63. 
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9. Un proc6d6 selon Tune des revendications 1^6 caracteris6 en ce 
que I'on precede a la detection ou la quantification des eosinophiles activ6s en 
mettant en outr en contact rSchantillon avec un ou plusieurs autres anticorps 
monoclonaux dirig6s contre des marqueurs deactivation des 6osinophiles. 
5 10. Un precede de detection et de quantification des eosinophiles 

activ6s selon la revendication 9 caract6ris6 en ce que le marqueur d'activation 
est rantig^ne CD 69. 

1 1 . Un anticorps anti-RIL-5 caract6rise par : 

- rabsence d'interference avec la fixation de riL5 a son recepteur 
10 - rabsence d'interf6rence avec les IgE 

- I'absence dlnterference avec {'activation cellulaire des 
eosinophiles ou des basophiles 

- I'absence d'inhibition de I'activite biologique de riL-5. 

12. Un kit pour la detection ou la quantification des eosinophiles et 
15 des basophiles contenant 

- un anticorps monoclonal anti-RIL-5 selon la revendication 11 
couple a un premier fluorochrome, 

- un melange d'anticorps marqueurs des lymphocytes, monocytes et 
neutrophiles, coupl6s a un deuxieme fluorochrome. 

20 13. Un kit pour la detection et la quantification des eosinophiles et 

des basophiles actives contenant 

- un anticorps monoclonal anti-RIL-5 selon la revendication 11 
couple a un premier fluorochrome, 

- un m6lange d'anticorps marqueurs des lymphocytes, monocytes et 
25 neutrophiles, coupI6s S un deuxieme fluorochrome et 

- des anticorps diriges contre des marqueurs d'activation et couples 
S un troisieme fluorochrome. 

14. Un kit pour la d6tection ou la quantification de I'activite oxydative 
des eosinophiles ou des basophiles contenant 
30 - anticorps monoclonal anti-RIL-5 selon la revendication 11 couple a 

un premier fluorochrome 
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- un melange d'anticorps marqueurs des lymphocytes, monocytes et 
neutrophiles conjugues a un second fluorochrome 

- un substrat marqueur de I'activite oxydative des eosinophiles ou 

des basophiles. 

5 15 Un kit selon Tune des revendications 12 a 14 applique ^ i'etude 

de pathologies allergiques. parasitaires et Ieuc6miques. 

16. Un proc6d6, anticorps ou kit selon I'une des revendications 1 a 

15 caracteris6 en ce que Tanticorps monoclonal anti-r6cepteur de .riL-5 est un 

anticorps de type lgG1 dont I'hybridome correspondant a et6 depos6 a la 
10 Collection Nationale de Culture de Micro-organismes (CNCM) sous le N" I- 

2068. 
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du mandataire 

BIF 22038 PCT 


POUR SUITE notification de transmission du rapport de recherche Internationale 
(formulaire PCT/ISA/220) et, le cas 6ch6ant, le point 5 ci-aprfes 

A DONNER 


Demande intemationale n° 
PCT/FR 99/02145 


Date du d6p6t international (your/mo/s/ann^e; 

09/09/1999 


(Date de priority (la plus ancienne) 
(jour/mois/ann^e) 

10/09/1998 


D^posant 

IMMUNOTECH et al . 



Le present rapport de recherche Internationale, dtabli par radministration charg^e de la recherche Internationale, est transmis au 
d^posant conform^ment h I'article 1 8. Une copie en est transmise au Bureau international. 

Ce rapport de recherche intemationale comprend 3 feuilles. 

[X] II est aussi accompagn^ d'une copie de chaque document relatif k r^tat de la technique qui y est cit6. 



1. Base du rapport 

a. En ce qui concerne la langue, la recherche Internationale a ^t^ effectu^e sur la base de la demande Internationale dans la 
langue dans laquelle elle a 6t6 d6pos6e, sauf indication contraire donn^e sous le m§me point. 

I I la recherche intemationale a 6t6 effectu6e sur la base d'une traduction de la demande internatiohale remise ^ ['administration. 

b. En ce qui concerne les sequences de nucleotides ou d'acides amines divulgu6es dans la demande intemationale (le cas ^ch^ant) 
la recherche Internationale a 6t6 effectu^e sur la base du listage des sequences : 

I I contenu dans ta demande Internationale, sous forme 6crite. 

d6pos6e avec la demande intemationale, sous forme d^chiffrable par ordinateur. 
rem is ult6rieurement k radministration, sous forme 6crite. 
remis ult6rieurement h radministration, sous forme d^chiffrable par ordinateur. 



□ 
□ 
□ 
□ 



2. 
3. 



La declaration, selon laquelle le listage des sequences pr^sent^ par 6crit et foumi ult^rieurement ne vas pas au-del^ de la 
divulgation faite dans la demande telle que d6pos6e, a 6te fournie. 

I I La declaration, selon laquelle les informations enregistr^es sous forme d§chiffrable par ordinateur sont identiques k celles 
du iistage des sequences present^ par ecrit. a ete fournie. 

I I II a 6te estimd que certaines revendications ne pouvalent pas faire Tobjet d'une recherche (voir le cadre I). 
I I II y a absence d'unltd de Tinventlon (voir le cadre II). 



4. En ce qui concerne le titre, 

pr[ le texte est approuv6 tel qu'il a et6 remis par le d^posant. 

I I Le texte a ete etabli par radministration et a la teneur suivante: 



5. En ce qui concerne I'abr^d, 

le texte est approuv^ tel qu'il a ete remis par le d^posant 

□ le texte (reproduit dans le cadre III) a 6t6 6tabli par I'administration conform^ment k la r6gle 38.2b). Le d^posant peut 
presenter des observations h radministration dans un d^lai d'un mois ^ compter de la date d'exp6dition du present rapport 
de recherche intemationale. 

6. La figure des dessins ^ publier avec I'abr^g^ est la Figure n° 1 

Pn sugg^r^e par le d6posant. Q] Aucune des figures 

I I parce que le d^posant n'a pas sugg^r^ de figure. ^ ^ publier. 

I I parce que cette figure caractdrise mieux I'invention. 
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Applicant's or agent's file reference 
BIF 22038 PCT 


irno iriTUTOiTD Ai-Tinxi Notification of Transmittal of International 
FOR FURTHER ACTION preliminary Examination Report (Form PCT/IPEA/416) 


International application No. 

PCT/FR99/02145 


International filing date (day/month/year) 

09 September 1999 (09.09.99) 


Priority date (day/month/year) 

10 September 1998 (10.09.98) 


International Patent Classification (IPC) or national classification and IPC 
GOIN 33/68 


Applicant 


IMMUNOTECH 





1. 



2. 



This international preliminary examination report has been prepared by this International Preliminary Examining 
Authority and is transmitted to the applicant according to Article 36. 



This REPORT consists of a total of 

□ 



sheets, including this cover sheet. 



This report is also accompanied by ANNEXES, i.e., sheets of the description, claims and/or drawings which have 
been amended and are the basis for this report and/or sheets containing rectifications made before this Authority 
(see Rule 70.16 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). 



These aimexes consist of a total of 



sheets. 



3. This report contains indications relating to the following items: 

Basis of the report 
Priority 

Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 
Lack of unity of invention 

Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability 
citations and explanations supporting such statement i-i- -r , 

Certain documents cited 
Certain defects in the international application 
Certain observations on the international application 



I 


I2SI 


II 


□ 


III 


□ 


IV 


□ 


V 




VI 


□ 


VII 


□ 


VIII 





Date of submission of the demand 

06 April 2000 (06.04.00) 


Date of completion of this report 

23 June 2000 (23.06.2000) 


Name and mailing address of the IPEA/EP 
Facsimile No. 


Authorized officer 
Telephone No. 
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International application No. 


INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 


PCT/FR99/02145 


1. Basis of the report 


1 . This report has been drawn on the basis of (Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation 
under Article 14 are referred to in this report as "originally filed" and are not annexed to the report since they do not contain amendments,): 


1 [ the international application as originally filed. 






the description, 


pages 1-18 

Daees 

pages 


, as originally filed, 
, filed with the demand, 
, filed with the letter of - 






pages 


, filed with the letter of _ 




the claims, 


Nos. M6 


, as originally filed. 






Nos. 


, as amended under Article 19, 




Nos. 


, filed with the demand, 






Nos. 


, filed with the letter of 






Nos. 


_ , filed with the letter of 




^ the drawings, 


sheets/fig 1/9-9/9 

sheets/fie 

sheets/fig 


, as originally filed, 
, filed with the demand, 
, filed with the letter of 






sheets/fig 


, filed with the letter of 




2. The amendments have resulted in the cancellation of: 






1 1 the description. 


pages 






1 1 the claims, 


Nos. 






1 1 the drawings. 


sheets/fig 






3. n ''^P°^ ^^^^ established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered 
to go beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)). 


4. Additional observations, if necessary: 
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Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 



1. 



Statement 



Novelty (N) 



Inventive step (IS) 



Industrial applicability (lA) 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



1-16 



1-16 



1-16 



YES 
NO 
YES 
NO 

YES 
NO 



2. Citations and explanations 

Reference is made to the following document: 
Dl: EP-A-0 811 691 

Document Dl, considered to be the prior art closest to the 
subject matter of Claims 1 and 11-14, describes a method 
for detecting eosinophils that involves monoclonal anti- 
IL-5Ra antibodies blocking the biological activity of IL-5 
(cf. page 2, lines 26-37; page 7, lines 47-49; page 13, 
lines 39-51; page 47, lines 30-59 and Claims 1-5) . 

Therefore the subject matter of Claims 1 and 11-14 differs 
from said known antibodies and said known method in that 
the anti-IL-5R monoclonal antibody used in the present 
application : 

- does not interfere with the binding of IL-5 to its 
receptor, and 

- does not inhibit the biological activity of IL-5. 

Therefore the subject matter of Claims 1 and 11-14 is 
novel (PCT Article 33(2)). 

The problem that the present application aims to solve can 
therefore be considered to be that of finding other 



Form PCT/IPEA/409 (Box V) (January 1994) 



# 

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



^'international application No. 
PCT/FR 99/02145 



antibodies enabling the specific and accurate detection or 
quantification of eosinophils and basophils. 

The solution proposed in Claims 1 and 11-14 of the present 
application is considered to involve an inventive step 
(PCT Article 33(3)) since a person skilled in the art 
would not have found any indication in the known prior art 
leading said person to obtain and use said antibodies. 

Claims 2-10 and 15 and 16 are dependent on Claims 1, 12-14 
and 1-15 respectively, and therefore. also, as such, fulfil 
the requirements of the PCT concerning novelty and 
inventive step. 



Form PCT/IPEA/409 (Box V) (January 1994) 



femational application No. 

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT PCT/FR 99/02145 



VIII. Certain observations on the international application 



The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the claims are fully 
supported by the description, are made: 



1. The terms and expressions placed between parentheses 
are considered to be entirely optional, whereas 
"alpha chain" is an essential feature of the 
invention (cf . page 4, line 9) . 

Since independent Claims 1 and 11 do not contain 
this feature, they do .not fulfil the requirements of 
PCT Article 6 in combination with PCT Rule 6.3(b), 
according to which an independent claim should 
contain all the technical features essential to the 
definition of the invention. 

2. Claims 13 and 14 should be dependent on Claim 12 
since their subject matter contains all the features 
thereof. Given that Claims 13 and 14 have been 
drafted as separate independent claims, they are not 
concise and do not, therefore, fulfil the 
requirements of PCT Article 6. 

3. Claim 16 does not fulfil the requirements of PCT 
Article 6, since the subject matter and the category 
of said claim are unclear (cf . PCT Guidelines 

Ch. Ill, 3.1). Likewise, the dependency of said 
claim is unclear, since it refers to three different 
categories . 



Form PCT/IPEA/409 (Box VIII) (January 1994) 



TRAITE DE COOPERATION EN 




E DE BREVETS 



RAPPORT D'EXAIMEN PRELIMINAIRE INTERNATBONAL 

(article 36 et regie 70 du PCT) 



Reference du dossier du ddposant ou du 

mandataire 

BIF 22038 PCT 



Demands Internationale 
PCT/FR99/02145 



voir la notification de transmission du rapport d'examen 
POUR SUITE A DONNER pr^timinaire international (formulaire PCT/IPEA/416) 



Date du depot international (jour/mois/annee) 
09/09/1999 



Date de priority (jour/mois/annee) 
10/09/1998 



Classification Internationale des brevets (GIB) ou ^ !a fois classification nationale et CIB 
G01N33/68 



D6posant 

IMMUNOTECH et al. 



1 Le present rapport d'examen preliminaire international, etabli par I'administaration chargee de Texamen preliminaire 
international, est transmis au deposant conformement a I'articte 36, 



2. Ce RAPPORT comprend 5 feuilles, y compris la presente feuille de couverture. 



□ U est accompagne d'ANNEXES. c*est-a-dire de feuilles de la description, des revendications ou des dessins qui ont 
ete moditiees et qui servent de base au present rapport ou de feuilles contenant des rectifications fartes aupres de 
r^Hministration charqee de Texamen preliminaire international (voir la regie 70.16 et I'instruction 607 des Instruction^ 



'administration charge 
administratives du PCT). 

Ces annexes comprennent feuilles. 



3. Le present rapport contient des indications relatives aux points suivants: 

Base du rapport 
Priorite 

Absence de formulation d'opinion quant a la nouveaute. I'activite inventive et la possibilite . 
d'application industrielle 
Absence d'unite de I'invention 

Declaration motivee seton I'article 35(2) quant a la nouveaute. Tactivite inventive et la possibilite 
d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 

Certains documents cites 
irregularites dans la demande internationale 
Observations relatives a la demande internationale 



1 


IS 


ii 


□ 


III 


□ 


IV 


□ 


V 




VI 


□ 


VI! 


□ 


VIII 





Date de presentation de la demande d'examen prdliminaire 
intemationaie 

06/04/2000 



Norn et adresse postaie de Tadministration charge de 
i^xamen preliminaire international: 
Office europ^en des brevets. 

D-80298 Munich 
T6I. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 

Fax:+49 89 2399 - 4465 - 



Date d'ach^vement du present rapport 
23.06.2000 



Fonctionnaire autoris6 
Strieker, J-E 

N" de telephone +49 89 2399 8395 
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RAPPORT D'EXAMEN 
PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 



Demande intemationale n** PCT/FR99/021 45 



1. Base du rapFK>rt 

1 Ce rapport a ete redige sur la base des elements ci-apres {/es feuilles de remplacement qui ont ete remises a 
I'office recepteur en reponse a une invitation faite conformement a I'article 14 sont cbnsiderees, dans le present 
rapport, comme Initialement deposees" et ne sont pas jointes en annexe au rapport puisqu'elles ne contiennent 
pas de modifications.) : 

Description, pages: 

version initiale 



Revendications, N**: 

-|--|6 version initiale 

Dessins, feuilles: 

^/g.g/Q version initiale 



2. Les modifications ont entraine I'annulation : 

□ de la description, pages: 

□ des revendications, n*''' : 

□ des dessins, feuilles : 

3 □ Le present rapport a ete formule abstraction faite (de certaines) des modifications, qui ont ete considerees 
comme allant au-dela de I'expose de I'invention tel qu'il a ete depose, comme il est indique ci-apres 
(regie 70.2(c)) : 

4. Observations complementaires, le cas echeant : 
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V. Declaration motivee selon rarticle 35(2) quant a la nouveaute, l activite inventive et la possibilite 
d application Industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 

1. Declaration 

Nouveaute Oui ; Revendications 1-16 

Non : Revendications aucune 

Activite inventive Oui: Revendications 1-16 

Non : Revendications aucune 

Possibilite d'application industrielle Oui : Revendications 1-16 

Non : Revendications aucune 



2. Citations et explications 
voir feuiile separee 



VIII. Observations relatives a la demande Internationale 

Les obsen/ations suivantes sont faitesau sujet de la clarte des revendications, de la description et des dessins 
et de la question de savoir si les revendications se fondent entierement sur la description : 

voir feuiile separee 
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RAPPORT D'EXAMEN Demande intemationale n° PCT/FR99/021 45 
PRELIMINAIRE INTERNATIONAL - FEUILLE SEPAREE ■ 



Section V 

II est fait reference au document suivant: 
D1: EP-A-0 811 691 

Le document D1 , qui est considere comme etant I'etat de la technique le plus proche 
de Tobjet des revendications 1 et 1 1-14, decrit un precede de detection des 
eosinophiles qui utilise des anticorps monoclonaux anti-IL-5Ra bloquant I'activite 
biologique de riL-5 (cf. p.2, 1.26-37; p.7, 1.47-49; p.13, 1.39-51; p.47, 1.30-59 et les 
revendications 1-5). 

L'objet des revendications 1 et 1 1-14 differe done de ces anticorps et de cette methode 
connus en ce que l*anticorps monoclonal anti-IL-5R utilise dans la presente demande 

- n*interfere pas avec la fixation de riL-5 a son recepteur, et 

- n'inhibe pas I'activite biologique de riL-5. 

L'objet des revendications 1 et 1 1-14 est done nouveau (article 33(2) PCT). 

Le probleme que la presente invention se propose de resoudre peut done etre 
considere comme la recherche d'autres anticorps permettant de detecter ou quantifier 
les eosinophiles et des basophiles de maniere specifique et exacte. 

La solution de ce probleme proposee dans les revendications 1 et 1 1-14 de la presente 
demande est consideree comme impliquant une activite inventive (article 33(3) PCT) 
car I'homme du metier n'aurait trouve aucune indication dans I'etat anterieur de la 
technique connu qui I'aurait conduit a obtenir et utiliser de teis anticorps. 

Les revendications 2-10 et 15, 16 dependent respectivement des revendications 1,12- 
14 et 1-15 et satisfont done egalement, en tant que teiles, aux conditions requises par 
le PCT en'ce qui concerne la nouveaute et I'activite inventive. 
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Section VIII 

1. Les termes et expressions entre parentheses sont consideres comme 
entierement facultatifs or "chame alpha" est une caracteristique essentielle de 
I'invention (cf. p. 4, 1.9). 

Les revendications independantes 1 et 1 1 ne contenant pas cette caracteristique, 
elles ne remplissent pas la condition visee a Particle 6 PCT en combinaison avec 
la regie 6.3 b) PCT. qui prevoient qu'une revendication independante doit contenir 
toutes les caracteristiques techniques essentielles a la definition de I'invention. 

2. Les revendications 13 et 14 devraient etre dependantes de la revendication 12 
car leur objet en possede toutes les caracteristiques. Etant donne que les 
revendications 13 et 14 ont ete redigees sous forme de revendications 
independantes distinctes, elles ne sont pas concises et ne satisfont done pas aux 
conditions requises a Tarticle 6 PCT. 

3. La revendication 16 ne satisfait pas aux conditions requises a I'Art. 6 PCT car 
I'objet et la categorie de cette revendication ne sont pas clairs (cf. les Directives 
PCT, Chap. 111-3.1). La dependance de cette revendication n'est pas claire non 
plus puisqu'elle se refere a trois categories differentes. 



Formulaire PCT/Feuille s^par4eM09 (feuille 2) (OEB-avril 1997) 



